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ヒト結腸がんセルラインにおける
シングルセル次世代シーケンシング発現解析
Analysis of single cell gene expression of human colon cancer cell line by NGS
物理学専攻　飯島康平
１.概要
生命の設計図であるゲノムを元に作り出されるトランスクリプトームやタンパク質の解析を行うことは解析対象のメカ
ニズムを解明するための重要な鍵になる。本研究では次世代シーケンサーで得られるトランスクリプトームの情報を
もとに個々の結腸ガン細胞ごとの発現解析を行った。結腸ガン細胞で共通して発現する遺伝子の同定、また細胞ごと
の発現に大きなばらつきがありガン細胞が不均一性を持っているということが確認出来た。
２.研究背景・目的
ヒトゲノム計画でゲノムワイドでの DNA 配列が決定され、そのなかで遺伝子をコードする領域も決定され
ていきました。そして現在は研究の対象がゲノムという設計図から作り出され実際に細胞内で働くトランス
クリプトームやタンパク質になってきている。
これまでのトランスクリプトーム解析では解析対象はある細胞集団やある組織など、複数の細胞を１つにま
とめてシーケンスを行い解析を行ってきた。しかし細胞集団や組織といった複数の細胞をバルクで解析す
る場合、得られる遺伝子発現行列や解析結果は全体の平均値となってしまう。現在では個々の細胞の個
性を解析することの重要性がより広く認識され始めている。そこで本 研究では、次世代シーケンサーから得ら
れるデータを使い、これまでは組織レベルで行っていた発現解析を細胞レベルで行い特徴を見出すことを目的とする。
3.データ及び方法
・次世代シーケンサー
次世代シーケンサーとは Sanger シーケンシング法を利用した蛍光キャピラリーシーケンサーである「第 1 世代
シーケンサー」と対比させて使われている用語である。遺伝情報を持つ DNA や RNA を短く断片化しショートリードを
作り、そのリードの 4 種類の塩基（アデニン、シトシン、グアニン、チミン）の配列を DNA ポリメラーゼまたは DNA リ
ガーゼによる逐次的 DNA 合成法を用いて、蛍光・発光など光検出により超並列的に塩基配列を決定するもの。配列
決定されたリードを配列既知のゲノム上にマッピングしていき遺伝子上にマッピングされたリードをカウントし遺伝子
の大きさやゲノムにマッピングされたリードの総数で正規化し発現量を推定していく。
・研究で使用したデータ
NCBI の GEOより:[アクセッション番号：GSM1241154] [1]
次世代シーケンサーから得られた結腸ガン細胞の fastq形式、９６細胞のデータを使用した。
・主成分分析（PCA：principal component  analysis）
相関のある何種類かの変数の情報を、互いに無相関な少数個の総合特性値に要約する方法である。 
データ行列 X=[x11 x12 … x1px21 x22 … x2p⋮ ⋮ … ⋮xn1 xn2 … xnp]
X の行ベクトルに対応する確率変数ベクトル x=(x1 , x2 ,… , x p)
T
m 個の総合特性値 z1 , z2 ,… , zm を、 p 次元ベクトル x の線型結合として考える。
{ z1=l1
T x=l11 x1+l12 x2+…+l1p x p
⋮
zm=lm
T x=lm1 x1+lm2 x2+…+lmp x p} ; lk=(lk1 , lk2 ,…, lkp)T は未知定数ベクトル
• 総合特性値 z1 , z2 ,… , zm :第 1 主成分、第２主成分、・・・、第ｍ主成分
• 係数 lk=(lk1 ,lk2 ,…, lkp)
T :第ｋ主成分に対する主成分負荷量 k=(1,2,…,m)
・コルモゴロフ・スミルノフ検定
コルモゴロフ-スミルノフ検定（KS 検定）は１標本 KS 検定では標本 X が確率密度関数 f （x ） と異なっ
ているか、2 標本 KS 検定では標本 X と標本 Y が異なる母集団の確率密度関数から生じているかを検定
する仮説検定の１つ。
帰無仮説を「２つの分布は一致する」と設定。
標本 X の累積確率分布 Sn(x )=
1
n∑i=1
n
Xi(x) ただし Xi(x)=
1(xi≤x )
0(x i>x)
検定する確率密度関数 f (x ) の累積確率分布 F (x)=∫
−∞
x
f (t )dt とし
上記の２つの累積確率密度の差の絶対値 D=max∣Sn(x)−F (x )∣ (−∞<x<∞)
を KS 統計量とする。
1 標本 KS 検定では、サンプル数 n が十分大きいとき Sn(x ) が帰無仮説（分布が一致するという仮説）
に従うと仮定した場合の KS 統計量 D の有意確率（２つの分布が等しいという仮説の下でこれ以上の
D の値が偶然得られる確率）は
Pr(D√n>z)=2∑
i=1
∞
(−1) i−1e−2i
2z2 で与えられる。
したがって有意水準を α とするとき
検定量 D が
D√n>z （ z は Pr(D√n>z )=α を満たす数）
を満たすときに帰無仮説は棄却され２つの分布は異なることが示される。
※２標本の場合は D=max∣Sn(x )−Sm(y)∣ として考える。
4.結果
得られた遺伝子発現行列は行が遺伝子名、列がサンプルの 1420×96 の行列。このデータに PCA を行っ
た結果の寄与率は以下のようになった。
第 1主成分 第 2主成分 第 3主成分 第 4主成分 第 5主成分 第 6主成分
寄与率  0.6458 0.1431 0.0722 0.03266 0.02155 0.01256
累積寄与率 0.6458 0.7889 0.8611 0.89380 0.91534 0.92790
第１主成分の寄与率が非常に大きく第 5主成分までで全体の情報の９０％以上をカバーしている。
第１主成分で赤い線より右側（原点近くに固まっている点から大きく離れている点）は第１主成分を構成する重要な遺
伝子を示している。また第１主成分の負荷変量を見てみると絶対値に大小はあるが全細胞で共通にプラスの値を示し
ており、これは第１主成分が結腸ガンに共通する指標であることを示している。
第１・第２主成分　　　　　第３・第４主成分
第１主成分負荷変量　　　第２主成分負荷変量
以下に第１主成分で主成分得点が高かった遺伝子を示す。
EEF1A1 HIST1H4C HSP90AB1 PTMA
RPL21P28 RPL23 RPL30 RPL35A
RPL37A RPL38 RPL39 RPL41
RPL7 RPL9 RPS14 RPS18
RPS25 RPS27 RPS29 RPS3A
RPS6 SCARNA22 TMSB10 USMG5
これらの遺伝子に関連する症例を GeneCards [2] ,Genedoo [3 ] ,At las of  Gene t ics  and  
Cytogene t ics  in Oncology and  Haema tology [4 ]などのデータベースで調べた。赤字で示された
遺伝子は結腸ガン・腫瘍に関連する遺伝子、青字で示されたものはガン・腫瘍に関連する遺伝子である。
２４の遺伝子のうち４つが結腸ガンに直接関連する遺伝子であり、１３は腫瘍に関係する遺伝子あることが
分かる。次にこの４つの遺伝子の細胞ごとの発現の分布を見てみる
。
今回はシングルセルで発現を見ているので発現にばらつきが大きくなるはずだがこの分布は正規分布に近い形を示
している。これはマッピングを行うときにスプライシングジャンクションの関係でマッピングはされたがキャンセルされた
リードがあるからであると考る。エキソンをまたぎマッピングされるリードが増えればキャンセルされるリードが減ると考
え、そこで全サンプルからランダムに３０万リードを取り出しそのリードをゲノム上にマッピングし出力ファイルから４つ
の遺伝子上にマップされたリードの数とリード名をチェックした。マッピングされたリード数は正規化されていないので
発現量ではないがサンプルごとの発現の違いを比べることは可能である。
PTMA の発現量のヒストグラム（図１）とヒストグラムから得られる中央値と確率密度の値から対数をとったものをプ
ロットしたもの（図２）であり、さらに赤い曲線は正の値のみをとるコーシー分布の確率密度に対数をとったものをプ
ロットした。図を見ると各細胞ごとの発現はコーシー分布によくフィットしているように見え、他の 3 つの遺伝子でも同
様な図が得られた。コーシー分布は平均，分散が存在せずたちの悪い分布の代表として用いられるが、同じ組織や種
類の細胞でも個々の細胞ごとに非常に大きな違いがあるということを示しているのではないかと考えている。両者の
分布が異なるかどうかを調べるため KS 検定を行った。多重比較補正された P 値は以下の通りである。
遺伝子 PTMA RPL39 RPS6 RPS29
P値 0.13266394 0.13266394 0.03297128 0.12285642
図１ 図２
５ .まとめ・今後の展望
次世代シーケンサーから得られたシングルセルでのデータを元に遺伝子発現行列を作成し主成分分析を
行い結腸ガンで共通して発現する遺伝子を同定しその発現の細胞ごとの分布を調べた。
PTMA、RPL39、RPS29 は有意水準を上回り、分布が一致するという仮説が採択された。KS 検定は元々
分布が異なることを証明するために使うものなので完全に正のコーシー分布であるということは言えない
が、コーシー分布の特徴である「平均、分散が存在しない」という性質は共通しているのではと考える。「ガ
ン」と呼ばれるものは本来均一な集団でなく不均質なものだと考えられておりそれを示す結果になってお
り、これが同じガンでも予後などに違いがあることに関係するのではないかと考える。
次世代シーケンサーで遺伝子発現解析を行う時にはシーケンスするリードの長さ、スプライシングジャンク
ションの推定などの課題がある。マッピングを行うソフトを変えることや、本研究で使用した次世代シーケン
サー以降のシーケンサーを使用しリードの長さを今以上に長くすることでそれらの問題を解決し個々の細
胞ごとの個性を解析することがガンのメカニズムの解明が進むと考える。
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